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Etude d'un virus isolé à partir de larves d'abeilles 
atteintes de loque européenne 
GIAUFFRET (A.)*, VAGO (C.)**, ROUSSEAU (M.)* 
L'étiologie de la loque européenne a fait l'objet de nombreuses 
études ; plusieurs germes sont associés à cette maladie et leur 
rôle dans le déclenchement et l'évolution de l'état pathologique 
a donné lieu à différentes théories. Il est admis classiquement 
que la loque européenne présente différentes formes cliniques 
qui sont probablement liées au germe responsable ou à la nature 
de l'association microbienne en cause. Le problème de l'unicité 
ou de la pluralité de la maladie reste discuté. Pour certains auteurs 
· (1-2), il s'agit d'une maladie unique causée par S. pluton éventuel­
lement associé à d'autres germes dont l'importance est secon­
daire. D'autres considèrent au contraire que la loque européenne 
pourrait représenter un groupe de maladies comparables par 
leurs symptômes, mais liées à difîérents agents microbiens ou 
à diverses associations. 
L'hypothèse de l'intervention d'un virus dans la loque euro­
péenne a été émise à plusieurs reprises et nous avons démontré 
dans un travail précédent la présence d'un virus de petite taille, 
de symétrie cubique dans les extraits de larves atteintes (3). 
Des rechercnes récentes nous ont permis de mettre de nouveau 
en évidence, dans des conditions identiques, un virus de même 
type morphologique. Nous avons procédé à son identification 
sérologique, celle-ci étant essentielle pour une meilleure interpré­
tation de son action pathogène. En outre, divers résultats expé­
rimentaux nous ont permis de mieux préciser son rôle dans l'étio­
logie de la maladie en association avec les bactéries décrites clas­
siquement. 
• Laboratoire de Recherches Vétérinaires et Apicoles, 63, Av. des Arènes, 
06-Nice. ·' 
•• Station de Recherches Cytopathologiques 1. N. R. A.-C. N. R. S., 
30-Saint-Christol et Faculté des Sciences, 34-Montpellier. 
- Les examens en microscopie électronique ont été effectués au Labo­
ratoire de Protistologie Marine de Villefranche-sur-Mer. Nous remercions 
le Pr. CACHON de la Faculté des Sciences de Nice, de bien vouloir nous per­
mettre de faire ces travaux dans son laboratoire. 
l Bull. Acad. Vét. - Tome XLII (Octobre 1969). - Vigot Frères. Editeurs. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Nos recherches ont porté sur dix ruches atteintes de loque 
européenne, caractérisée par les signes cliniques classiques. Cer­
taines de ces ruches présentaient une atteinte portant à la fois 
sur le couvain non operculé et operculé. Le diagnostic bactério­
logique a été établi par l'absence de Bacillus lar'1ae à l'examen 
direct et en culture, et par la présence de S. pluton, B. al'1ei, Bac­
terium eurydice et S. apis diversement associés. 
Préparation des extraits. 
Nous avons prélevé des larves fraîchement mortes présentant 
un aspect blanchâtre ou jaunâtre sans signes de décomposition. 
Les prélèvements conservés à - 30 oC ont été décongelés et 
broyés mécaniquement en présence d'un volume égal d'eau dis­
tillée. Après clarification par une centrifugation de 30 minutes 
à 4.000 tr/mn, une filtration sur membrane millipore de porosité 
450 millimicrons a permis d'obtenir des extraits abactériens. 
1 nf ections expérimentales. 
Les essais ont porté soit sur des larves infectées individuelle­
ment, soit sur des rayons de couvain. 
1) Des larves âgées de un jour environ ont été repérées sur
des cadres de couvain. Elles ont été infectées par dépôt de 2 micro­
litres d'extrait dans la gelée royale occupant le fond de l'alvéole. 
Les essais ont porté sur des groupes de 50à100 larves. Les contrôles 
ont été effectués après 24 heures et ultérieurement au moins 
jusqu'au 7e jour. L'action pathogène des préparations s'est mani­
festée par l'élimination d'une partie des larves traitées. Les groupes 
témoins ont reçu dans les mêmes conditions des extraits chauffés 
30 minutes à 60 <>C. 
2) Les rayons de couvain ont été contaminés par pulvérisation 
des préparations et replacés dans la ruche d'origine. Ils ont été 
contrôlés plusieurs fois au cours des jours qui suivaient l'infection. 
S éro-neutralisation. 
La comparaison sérologique a été faite vis-à-vis du virus du 
couvain sacciforme (S. B. V.)*. 
• Nous remercions L. BAILEY qui nous a adressé un échantillon de Panti­
sérum nécessaire pour cette étude. 
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Une suspension virale connue a été neutralisée par le sérum 
inactivé 30 minutes à 56 °, à la concentration finale de 1/8. Après 
2 heures de contact, le pouvoir pathogène expérimental a été 
déterminé par infection individuelle d'un groupe de 50 larves. 
A titre de témoins, nous avons traité des groupes identiques, 
d'une part avec une dilution de sérum dans l'eau distillée et d'autre 
part avec un extrait chaufîé. Les différentes préparations ayant 
présenté un effet toxique, les résultats ont été interprétés en 
éliminant les mortalités du premier jour. 
Microscopie électronique. 
Les préparations ont été étudiées à l'examen direct après cla­
rification par centrifugation à basse vitesse sans concentration 
par ultracentrifugation. Une goutte de l'échantillon est appli­
quée 5 minutes sur grille porte-objet comportant un support 
collodion carbone. Après deux lavages rapides à l'eau distillée, 
nous avons procédé à la coloration négative classique à l'acide 
phosphotungstique à pH 7 ,2 . 
.RÉSULTATS 
1) Mise en évidence du virus, identification. 
L'infection expérimentale des larves à partir des extraits abac­
tériens a permis de mettre en évidence une action pathogène 
qui diminue fortement après chauffage à 60 °C. Ces résultats 
confirment ceux que nous avions signalés antérieurement. D'autre 
part, l'antisérum préparé à partir du virus du couvain sacciforme 
a entrainé dans les mêmes conditions expérimentales une dimi­
nution importante de l'action pathogène. Ces résultats sont résu­
més dans le tableau suivant : 
. Préparation administrée 
Loque européenne (extraits abactériens) 
Loque européenne (extraits abactériens) 
+ 
Sérum anti S. B. V. 
Loque européenne (extraits abactériens) 
30 min. à 600 C 
Mortalité au 7e jour 
58 p. 100 
28 p. 100 
16 p. 100 
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2) Microscopie électronique.
L'examen en coloration négative sans purification supplémen­
taire a confirmé la présence dans les préparations de particules 
virales parasphériques de 25 à 30 millimicrons de diamètre qui 
.apparaissent isolées en petits groupes ou en amas plus importants 
(fig). La présence de particules de forme géométrique dont le 
Microscopie électronique 
Examen direct d'un extrait. 
Présence de virions parasphériques de 25 à 30 millimicrons de diamètre. 
Coloration négative à l'acide phosphotungstique 80.000 x. 
En médaillon : Présence de particules « vides » 108.000 x. 
-contour correspond à un hexagone ou à un pentagone est en faveur 
d'une symétrie cubique de type icosaédrique. Certaines particules 
présentent un élément sphérique plus dense souvent en position 
asymétrique, comparable à ce qui a été décrit pour le virus du 
-couvain sacciforme et pour d'autres virus du groupe picorna. 
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3) Etude expérimentale de l'infection "irale. 
L'examen virologique systématique de plusieurs ruches atteintes 
.de maladie naturelle a permis de mettre en évidence le virus, 
au cours d'examens répétés, pendant une période de plus de quatre 
mois. L'étude des mêmes prélèvements en microscopie électro­
nique a démontré la présence de particules virales à un taux suf­
fisant pour permettre leur repérage à l'examen direct, sans enri­
chissement par ultracentrifugation. Le taux de virus, d'après 
les résultats des examens en microscopie électronique, était cepen­
dant inférieur à celui qui est noté pour les larves atteintes de 
Sacbrood. 
L'infection d'une ruche à l'aide d'un broyat total de larves 
atteintes de loque européenne à virus, a entraîné l'apparition 
d'une loque comportant les diverses bactéries présentes dans 
l'extrait et également le virus. D'autre part, l'association du 
virus du couvain sacciforme et de S. apis a provoqué une atteinte 
de loque européenne en l'absence de S. pluton, alors que l'infection 
par S. apis seul a donné un résultat négatif dans les mêmes condi­
tions. 
L'examen virologique de 10 cas de loque européenne a permis 
de caractériser le virus dans 3 cas. Nous avons observé que l'in­
fection virale correspondait particulièrement à des ruches atteintes 
de loque européenne grave affectant à la fois le couvain non oper­
culé et de façon moins importante le couvain operculé. 
DISCUSSION. CONCLUSION 
L'examen virologique de certains cas de loque européenne 
a permis de mettre en évidence un virus qui peut être identifié 
à l'agent du couvain sacciforme, par ses caractères immunolo­
giques et par sa morphologie. Ces résultats confirment l'hypothèse 
émise à ce sujet par L. BAILEY (1). 
L'infection expérimentale obtenue par l'association du virus 
du couvain sacciforme et de S. apis démontre que la loque euro­
péenne peut exister en l'absence de S. pluton. Dans les conditions 
de notre expérimentation la seule intervention de S. apis a été 
insuffisante pour provoquer la maladie, ce qui met en évidence 
l'action pathogène du virus. 
D'une façon plus générale l'identification du virus, isolé dans la 
loque européenne, à un micro-organisme dont le pouvoir pathogène 
est bien démontré, est en faveur d'une action pathogène effective 
de ce virus dans les cas étudiés. Il est en effet peu probable que 
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le virus du couvain sacciforme soit sans action chez les larveS". 
où il s'est multiplié de façon notable. Le taux viral reste inférieur 
dans la loque européenne à celui qui est atteint dans le Sacbrood. 
Cette constatation peut s'expliquer par le fait que la maladie· 
n'est pas uniquement virale; par suite de l'intervention des bac­
téries, la mort des larves atteintes à lieu à un stade plus précoce,. 
le taux viral reste plus faible et les signes de Sacbrood ne sont 
pas constatés. Il est également possible que les modifications. 
apportées aux larves par la multiplication bactérienne détruisent 
partiellement le virus extra-cellulaire, celui-ci étant sensible en 
particulier à l'acidification. 
La présence du virus dans les colonies où il a été isolé ne peut 
pas être considérée comme accidentelle. En effet, nos examens 
ont démontré que cet agent pathogène était retrouvé de façon 
régulière, et la reproduction expérimentale de la maladie a entraîné 
également une multiplication virale. 
L'hypothèse de la coexistence des deux maladies a également 
été envisagée, dans ce cas certaines larves devraient présenter­
une infection bactérienne, d'autres une atteinte de Sacbrood. 
Cette possibilité peut être exclue, les signes cliniques étaient. 
seulement ceux de la loque européenne et l'examen individuel 
des larves a révélé régulièrement une infection bactérienne. n 
faut donc admettre que les mêmes larves, atteintes cliniquement. 
de loque, étaient infectées simultanément par le virus du cou­
vain sacciforme et. les bactéries de la loque européenne. Aucun 
élément n'a été recueilli sur la chronologie· de l'intervention des 
deux types de micro-organismes. 
La fréquence de l'infection virale n'est pas négligeable, en 
effet ce type d'association bactérie-virus a été rencontré dans 
environ 1/3 des cas au cours de notre étude. 
La recherche de virus dans des extraits de larves saines de­
différentes origines a fait apparaître un pouvoir pathogène expé­
rimental nul ou très faible et l'examen en microscopie électronique­
n'a jamais révélé la présence de particules virales. Il est cepen­
dant possible que le virus du couvain sacciforme soit présent 
dans certains extraits de larves saines à un taux très faible, nota­
blement inférieur à celui qui est constaté dans la loque euro­
péenne (3). 
Ces travaux confirment l'intervention d'un virus dans l'étio­
logie du complexe loque européenne. Nous estimons que cette 
maladie est liée à divers agents pathogènes de virulence faible, 
dont l'intervention est conditionnée par des facteurs favorisant& 
qui ont un rôle essentiel. Selon les conditions, certaines bactérie& 
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semblent intervenir seules ou de façon prédominante. Le plus 
souvent cependant, les micro-organismes agissent en association 
et, parmi ces associations, l'intervention du virus du couvain 
sacciforme est rencontrée assez fréquemment et entraîne des 
cas de loque européenne particulièrement graves. 
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